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на поврежденную конечности, мы наблю- 
дали лишь на 26-27 сутки после операции. 
Заключение 

Применение стягивающих полос с ог- 
раниченным контактом для фиксации от- 
ломков способствовало восстановлению 
функции опоры и движения у собак после 
операции в среднем на 5 суток раньше по 
сравнению с собаками, у которых фикса- 
цию отломков проводили дополнительно 


ЗОММАВУ 


интрамедуллярным фиксатором. Фикса- 
ция отломков с применением лишь стяги- 
вающих полос возможна у кошек и собак 
с массой до 20 кг. В данном случае необхо- 
димо также учитывать темперамент жи- 
вотного. Так, у собак с подвижным темпе- 
раментом и допустимой массой при косых 
переломах трубчатых костей следует соче- 
тать вышеприведенный накостный фикса- 
тор с интрамедуллярным остеосинтезом. 


Тве шуигеа Бопез пцеогйу геваШаНоп уаз саней ой т Фе сот табоп уу Фе ша‘атедиаПагу 05$- 
феозупТезв ууЙВ Те сопзй`асеп Бапд5 Ваушо а сопйпе4 сошасё уу Фе Бопе Яззще аз ууеЙ аз Фе йпро- 
$юп оРзась Бапа$. Озеозупез 5 ууЙВ Фе аррИсаНоп ое сопзй поет Бап4$ ощу 5 сБагасегиед Бу 
Ще зиррог йшсйоп геваБЙайоп ое орегже4 4осз Нуе 4ауз еагПег (оп ауегазе) т сотра5оп ув 
Фе 405; упозе Бопе й`аотепбв Яхайоп ууа$ саппед ой аа опаПу уу Фе ша`атедиПагу сатр. 
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ЭФФЕКТ ВНУТРИБРЮЩИННО ВВЕДЕННОГО 
БОГАТОГО ПРОЛИНОМ ПОЛИПЕПТИДА НА 
АКТИВНОСТЬ ИЗОФОРМ ЦИТОХРОМА БЬ$58 


ТКАНЕЙ БЕЛЫХ КРЫС 


Синтетический аналог богатого про- 
лином нолипеитида БИШ-1, открытого 
А.Талояном и сотр. в низких концентра- 
циях обладает способностью улавливания 
высокотоксичных гидроксильных радика- 
лов (НО.) ш уго, однако при концентра- 
ции выше 80 мкг этот полипептид уже сти- 
мулирует продуцирование этих радика- 
лов [4,8]. Путем улавливания НО-радика- 
лов БИШ-1 предотвращает дезактивирова- 
ние (деградирование) ряда металлопроте- 
инов антиоксидантной активности - МАА 
(Си^п-СОД, каталаза, церулоплазмин) и 
металлопротеинов прооксидантной актив- 
ности - МПА (новые изоформы цитохро- 
ма Ь-558 из эритроцитарных мембран) ш 
уго. Изоформы цитохрома (цит) 5558 яв- 
ляются кофакторами для НАДРН-зависи- 
мых оксидаз и участвуют в процессе проду- 
цирования супероксидных радикалов (0,-) 
фагоцитирующими лейкоцитами, в мем- 
бранах которых локализованны эти фер- 


менты [7,6]. Причем в составе молекулы 
цит Ь558 имеется пролином богатый поли- 
пептид (по первичной структуре отличает- 
ся от БИШ-1Т), который играет ключевую 
роль для сохранения стабильности и ак- 
тивности этих гемопротеинов [9]. Недавно 
был открыт феномен регулирования цито- 
кинами экспрессии НА ДРН-зависимых ок- 
сидаз, ключевых компонентов иммунной 
системы организма [7]. По своему характе- 
ру БИП-Т также является цитокином, об- 
ладающим иммунномодуляторным и анти- 
стрессорным эффектом [4]. Оказывается, 
что НАДРН-зависимые супероксид-про- 
дуцирующие оксидазы локализованы не 
только в мембранах (в цитозоле) формен- 
ных элементов плазмы (лейкоциты, лим- 
фоциты, моноциты и др.), но и вмембранах 
эндотелиальных клеток человека и клеток 
гладких мышц сердца крыс (6,5). По пред- 
варительным результатам БГ-1 повы- 
шает метгемоглобин (мет-НЬ)-восстанав- 


ный 
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ливающую активность цит Б558Шиз эрит- 
роцитарных мембран (ЭМ), как в гомоген- 
ной, так и в гетерогенной фазах в ЭМ) ш 
уго (3). В настоящее время фракция но- 
вого изоформа цит Ь558 получается и из 
мембран клеток органов, ответственных 
за иммунитет организма (селезенка, кос- 
тный мозг и тимус), с использованием ра- 
нее разработанного биотехнологического 
способа [1]. Такая фракция цит Ь558 также 
обладает НАДРН-зависимой супероксид- 
продуцирующей и метНБ-восстанавлива- 
ющей активонстями (как это свойственно 
цит 5558 Ш ЭМ) [3], а БИИ-1 в большинс- 
тве оказывает стимулирующий эффект на 
эти активности. Однако указанные эффек- 
ты БИП-1 на активности цит Ь558 были 
определены в условиях ш уго, а вопрос о 
механизмах действия БПП-1 ш \уо оста- 
ется еще нерешенным. 


Целью работы являлось определение 
механизмов влияния внутрибрюшинно 
введенного БИШ-1 на НАДРН-зависимую 
супероксид-продуцирующую и метНЬ-вос- 
станавливающую активности цит Ь558Ш 
ЭМ, а также фракции цит 558 из мембран 
клеток (МК) селезенки, костного мозга и 
тимуса крыс в гомогенной и гетерогенной 
фазе (в ЭМимМК). 


Материалы и методы 

В опытной группе белым половозре- 
лым здоровым крысам (12 животных) ве- 
сом 200-250 г было внутрибрюшинно вве- 
дено по 10мкг/мл БИШП- 1 (всего три разаче- 
рез каждые двое суток). Фактически кон- 
центрация Б1П]-1 после введения в кровь 
крыс уменьшалась около 5 раз, если учесть 
то обстоятельство, что в организме крыс 
имеется около 5-6 мл кровь. Контроль- 
ным животным был введен физиологичес- 
кий раствор в аналогичном режиме (по 0,5 
мл). Крысы были декапитированы под лег- 
ким эфирным наркозом и кровь стабили- 
зировали 2% оксалатом натрия в условиях 
легкого перемешивания в ходе набора кро- 
ви. Из крови опытной и контрольной груп- 
пы (по 35 мл) былы получены ЭМ и цит 
Ъ558Ш. Одновременно былы взяты ткани 
(костный мозг - 5 мл, тимус - 2 ги селезен- 
ка - 10 г). Цит Ь558Ш ЭМ и фракцию цит 
Ъ558 из этих тканей получали биотехноло- 
гическим способом [1], без использования 
детергента, который дестабилизирует эти 
белки. Фракцию цит ЬЬ558 из мембран кле- 
ток тканей получали путем гомогенизиро- 
вания последних в 0.04 М кфлий фосфат- 
ном буфере, рН 74 (КФБ), После 24 ч хра- 
нения при -10° и размораживания гомоге- 
ната его центрифугировали и осадок про- 


мывали этим же буфером до получения 
бесцветного супернатанта. Этот осадок 
смешивали с КФБ и обрабатывали проце- 
дурой, указанной в этом лицензированном 
способе, в результате чего получали водо- 
растворимые фракции цит Ь558 (по 20 мл) 
из МК селезенки, костного мозга и тиму- 
са с плотностью характерного максималь- 
ного оптического поглощения при 530 нм 
(бета полоса поглощения) 0,5,0,1 и 0,04 со- 
ответственно. При этом пробы очищенных 
ЭМ и МК селезенки, костного мозга и ти- 
муса (по 10 мл, смешанные с 0.04 М КФБ) 
отделяли для определения 0,-продуциру- 
ющей и метгемоглобин (метНЬ)-восста- 
навливающей активности цит Ь558 в гете- 
рогенной фазе. 0,-продуцирующую актив- 
ность цит Ь558 определяли нитротетразо- 
лиевым синим (НТС) методом путем вы- 
числения процента стимулирования обра- 
зования формазана (при 560 нм) в резуль- 
тате восстановления НТС супероксидными 
радикалами. За единицу 0,-продуцирую- 
щей активности цит Ь558 принимали то ко- 
личество белка, которое способно стиму- 
лировать образование формазана на 50%. 
МетНБ-восстанавливающую — активность 
цит 558 определяли используя свежепо- 
лученный метНЪ (ферриНЬ) крови крыс. 
При этом величина оптического поглоще- 
ния альфа-полосы (при 565 нм) метНЬ со- 
ставляла 0.9, а величина поглощения бет- 
та-полосы используемого цит Ь558 из ЭМ 
или из МК указанных тканей (при 530 нм) 
в реакционной смеси составляла 0,05. Не- 
посредственно в кварцевых кюветах спек- 
трофотометра к 3 мл раствора метНЬ до- 
бавляли 02 мл цит Ь558Ш ЭМ или фрак- 
цию цит Ь558 МК тканей или 02 мл ЭМ 
или МК, смешанных с 0.04 М КФБ. Пос- 
ле быстрого перемешивания реакционной 
смеси ее инкубировали в покое в аэробных 
условиях ш уИго в течение 15-16 ч при 30°. 
После повторного перемешивания реакци- 
онной смеси определяли кинетику восста- 
новления метНЬ до ферроНЬ путем изме- 
рения снижения интенсивности плотности 
альфа-поглощения метНЬ. Это снижение 
прямо пропорционально образовавшему- 
ся ферроНЬ, который имеет максимальное 
оптическое поглощение при 555 нм. 


Оптические спектральные измере- 
ния осуществляли на спектрофотометре 
«Зресога ЦУ-У!$» (Германия) с длиной оп- 
тического пути 1 см. 

Статистическую обработку получен- 
ных результатов осуществляли методом 
вариационной статистики Стьюдента-Фи- 
шера с определением критерия достовер- 
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Таблица 
Относительное изменение (%) уровня и активности цит Ь558Ш ЭМ и фракции 
цит Ь558 МК органов крыс под влиянием внутрибрюшинновведенного БПП- 
1 по сравнению с 100%-иыми контрольными показателями (Р< 0,05, п = 8). 
Цит Ь558 1 2 3 
Цит Ь 558 Ш из ЭМ +гомогенная фаза) - 50,6 +/- 4 +45,4 +/-3,9 -47,3 +/-4,6 
Цит Ь558 в ЭМ (гетерогенная фаза) -34,2 +/- 5,0 +26,6 +/- 3,8 ы 
Ф Ъ558 мк 
ракщия ит е. 243 +/-2Д +31,4 +/-32 -23,3 +/-2,5 
селезенки (гомогенная фаза) 
Фракция цит Ь558 в МК селезенки -8.9+/-0,7 +21,6 +/3.0 В 
(гетерогенная фаза) 
Фракция цит Ь558 из МК костного 152 +. 0,4 + 537 +. 6,0 +47 +. 03 
мозга (гомогенная фаза) 
Фракция цит Ь558 в МК костного 82 +. 09 + 33,5 +. 62 _ 
мозге (гетерогенная фаза) 
Фракция цит 558 из МК - 6,3 +/-0,2 +14,5 +/-2.2 + 153 +/- 3,8 
тимуса (гомогенная фаза) 
Фракция цит Ь558 в МК тимуса 
- - + - а 
(гетерогенная фаза) 11,9 +/-1,4 12,3 +/- 2,0 


Примечание: 1 - НАДРН-зависимая супероксид-продуцирующая активность , 


2 - мстНЬ-восстанавливающая активность, 3 - уровень 


ности (р. 
Результаты и обсуждение 

В результате трехразового внутри- 
брюшинного введения крысам по 19 мкг 
БИП-Т), наблюдается существенное сни- 
жение НАДРН-зависимой супероксид- 
дродуцирующей активности цит Б558Ш 
ЭМ, особенно в гомогенной фазе. При 
этом заметно повышается метНБ-вос- 
станавливающая активность цит Б558П1, 
на фоне снижения его уровня (таблица). 
БИП-1 стимулирует НАДРН-зависимую 
супероксид-продуцирующую активность 
в концентрациях до 7-8 мкг/мл и снижает 
ее выше этой концентрации ш уйго. По- 
лучается, что эта закономерность сохра- 
няется и ш м!уо. Механизм снижения уров- 
ня цит Б558Ш из ЭМ под влиянием БП- 
1 ш муо возможно связан с повышением 
степени агрегации цит Ь558 в ЭМ, затруд- 
няющий процесс солюбилизации цит Ь558 
из ЭМ. С другой стороны, возможны и ка- 
чественные изменения цит Ь558Ш в ре- 
зультате «прихватки» БТП]-1. Напомним, 
что БПИ (но не БИП-1) является компо- 
нентом молекулы цит Ь558, а последний, 
видимо, является рецептором БИП-1 [9]. 
С другой стороны, БИП-1 подавляет про- 
цесс самоотщепления (рилизинг) цит Ь558 
из ЭМ и этим путем снижает степень ге- 
молиза эритроцитов и повышает стабиль- 
ность ЭМ [2]. Направленность изменений 
НАДРН-зависимой супероксид-продуци- 
рующей и метНЬ-восстанавливающей ак- 
тивности цит Ь558 в гетерогенной фазе (в 
ЭМ) сохраняется под влиянием БИП-1 т 
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м!уо, хотя эти изменения в ЭМ происходят 
с повышенной амплитудой почти в 2 раза 
(таблица). 

Направленность изменений НАДРН- 
зависимой супероксид-продуцирующей и 
метНЬ-восстанавливающей активности 
фракций цит Ь558 из МК селезенки, кос- 
тного мозга и тимуса под влиянием экзо- 
генно введенного БИП-1 ш\1уо сохраняет- 
ся. То есть наблюдается снижение НА ДР- 
зависимой суиер-продуцирующей актив- 
ности фракции цит Ь558 и повышение 
метНЬ-восстанавливающей активности 
этих фракций из МК тканей под действи- 
ем БИП-1 ш уйто. Такое повышение мет- 
НБ-восстанавливающей активности харак- 
терно особенно для фракции цит Ь558 из 
МК костного мозга и селезенки. Причем 
уровень фракции цит Ь558 в костном мозге 
и, особенно, в тимусе несколько повышен. 
Механизм такого повышения пока трудно 
интерпретировать. 


Заключение 

Механизмы действия БИШ-1связа- 
ны со снижением НАДРН-зависимой су- 
пероксид-продуцирующей и увеличени- 
ем метНБ-восстанавливающей активнос- 
ти цит 5558Ш ЭМ и фракций цит Ь558 
МК органов, ответственных за иммун- 
ную защиту организма (костный мозг, се- 
лезенка и тимус), а направленность этих 
изменений в основном сохраняется т 
уго, и ш мо в гомогенной и гетероген- 
ной фазах. Возможно эти изменения свя- 
заны с улавливанием Б1П1-1 НО-радика- 
лов и «увеличением» уровня внутримо- 
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пекулярного БШТ в молекуле цит Ь558. 
за счет БПИ-1. Не исключается, что цит 
Ъ558 действует как рецептор экзогенного 
БПИИ-1 не только в ЭМ, но ив МК приве- 
денных органов. 

Можно предполагать. что эритроци- 
ты также участвуют в иммунной защите 
организма. наряду с клетками селезенки, 
5ОММАВУ 


костного мозга и тимуса, как цит Ь558-со- 
держащие и улучшающие кислородный 
гомеостаз системы. При этом метНЬ -вос- 


станавливающая активность является ха- 


рактерной чертой не только цит Ь558Ш 


ЭМ. но и цит Ь558 иммунных клеток, под- 


черкивая связь иммунной защиты с кисло- 


родным гомеостазом. 


Тье сВапзез$ оЁ Фе 1еуе| ап4 асНуйу оЁпеуу воюттз оЁ суюспготе 6558 т Яззиез шсшате т пптипе 
ргоесНоп ап т егу@госу®е$ тепБгапез оЁ Ще га ип4ег Фе шЯоепсе оГ ша`арегкопеаПу песбеа 
ргоНпе-нсВ роурерИае 

ТьЬе тесваю5иа$ оГлЙцепсе оГ Фе те`арегИопеа! пдесНоп оГга& Бу ргойпе-геасв роурербае (РКР- 
1) @гее @тез ю 10 шКо алиах 10 дауз оп те за оЁргоохамуе асНуйу тебаПоргобей1$ т Ухо аге 
соппесбеа ууИЬ Фе 4есгеазе о МАОРН-аерепа1т>х зпрегохае-рго4исй1с ап тсгеазе оГтле@етоэю а 
апееНЬ)-ге4исто асНуез оГпеуу воттз$ оЁ суюсбготе (суб 55581 йо егу@госуез плепЬБгапез 
(Е М) апа Йй`асбоп оЁсуё. 6558 й`отл се|$ плетпЬгапез (СМ) ое И5зиез, пса т т ппилипе ргоесНоп 
(Фопе таггоуу, зр!ееп, Пуппиз). [15 заррозе4, а Пезе еЙес оРРКР-1 аге соппесеа уйЬ Фе сБе!аНоп 
оГНО-га са |5, ап Те «еаеуаНоп» ое |еуе! оРреп4озепой$ ргоНпе-н1сЬ роурербае 1 @е сокет оЁ 
®е су 6558 тоесше, а$ а гесерюг оГехозепои РКР-1. 

ТЬи$, Фе тейНЬ-гедистсо асйуйу сБагасбегие су 6558 оЁ абоуе шАкаеа СМ Иззиез, уШюеВв 5 
{езЯйеа аБоцё Фе шсмАйс оЁ егу®госуе$ т ититипе ргобесбоп, уЫсЬ 15 соппесеа ууйВ Фе охусеп 
ЪБотео$ва$ 5. 
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ПОКАЗАТЕЛИ КРОВИ ЖИВОТНЫХ, 
ВАКЦИНИРОВАННЫХ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫМИ 
ПРОТИВОКАНДИДОЗНЫМИ, 
ПРОТИВОАСПЕРГИЛЛЕЗНЫМИ И 
ПРОТИВОМУКОРОЗНЫМИ ПРЕПАРАТАМИ 


Данные иммунологических, биохими- 
ческих и гематологических исследований 


при испытаниях вакцин имеют большое 


научно-практическое значение. Для разра- 
ботки средств специфической профилак- 


тики инфекционных болезней, в том чис- 
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